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(57) Abstract 



The invention concerns a reagent for detect- 
ing and monitoring viral infections, caused by the 
human immunodeficiency virus (HIV) and its uses 
for detecting human immunodeficiency. Said f&-Kt&Pjt^ 
aoien- comprises a mixture consisting of (I) an las 
antigenic peptide coded by the HIV pol gene com- 
prising) amino acids, preferably between 20 and 
40 ammo acids; and (2) a mixture (called mixo- 
tope) of convergent combinatorial peptides, de- 
rived form said antigenic peptide^. 
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MIXO(HIV-POL) 
(1 tig/Puita) « 



(57) Abrege* 

Reactif de detection et de suivi des 
infections virales, provoquees par Ie virus de 
rimmunod6ficience humaine (VIH) et ses appli- 
cations pour la detection de l immunoddficience 
humaine. Ladite reaction comprend un milange 
constitufi par (I) un peptide anugenique cod6 
par le gene pol du VIH1 comprenant au plus 60 
acides amines, de preTdrence entre 20 et 40 acides 
amines et (2) un m6lange (denommd raixotope) 
de peptides combinatoires convergents, derives 
dudft peptide antigenique. 
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DETECTION ET SUIVI DES INFECTIONS VIRALES A VIH 

La presente invention est relative a un reactif de detection et de suivi 
des infections virales, provoquees par le virus de I'immunodeficience humaine (VIH) 
5 et a ses applications pour la detection de l'immunodeficience humaine. 

Les premiers essais de depistage de 1' infection a VIH, mis en place 
en 1983 et 1985, utilisaient un lysat viral pour capturer les anticorps anti-VIH. Ces 
tests presentment Tinconvenient majeur de manquer a la fois de sensibilite et de speci- 
ficite. En outre, du fait de 1' utilisation d'un lysat viral, il existait une difficulty de 
10 reproduction des antigenes viraux de lot a lot et la necessite d'effectuer des cultures de 
virus en grande quantite, ce qui presentait un danger pour le manipulates. 

La connaissance de la sequence complete du virus VIH1 (S. Wain- 
Hobson et al., Cell, 1985, 40, 9-17) a ouvert la voie a de nouvelles approches pour la 
production d' antigenes. 
15 Ainsi les brevets europeens EP 181 150 et EP 387 914 decrivent 

Tutilisation du genie genetique, pour Tobtention de polypeptides (antigenes), en vue 
de detecter les anticorps anti-VIH 1 . 

Ces avancees ont permis le developpement du serodiagnostic 
(detection des immunoglobulines dans le serum) du VIH. Les anticorps anti-VIH 1 
20 produits sont ainsi detectes par reaction avec un ou plusieurs antigenes qui reagissent 
plus ou moins specifiquement avec lesdits anticorps. 

Toutefois, les immunoessais mettant en oeuvre de tels reactifs 
presentent de maniere generale une faible sensibilite, notamment lorsqu'il existe une 
feubie affinite entre Tanticorps a tester et Tantigene selectionne. Ceci est notamment le 
25 cas lors d'une seroconversion recente et/ou lors de T apparition d'un nouveau sous- 
type de VIH. 

En effet, un tel immunoessai doit etre sensible, fiable, specifique, 
simple et rapide ; toutefois, la sensibilite de ces tests est essentiellement fonction du 
choix de Tantigene ou reactif. C'est la raison pour laquelle de nombreuses recherches 
30 ont ete effectuees pour mettre au point des antigenes plus sensibles et plus specifiques. 
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Pour resoudre en particulier le probleme du manque de sensibilite, 
certains Auteurs, ont proposes d'utiliser, en combinaison, differents antigenes. 

Les differentes voies d'approche qui ont ete utilisees sont les 

suivantes : 

- utilisation d'un ou plusieurs peptides de synthese, de differentes 
regions codantes du VIH (J. Wang et al., PNAS, 1986, 83, 6159-6163) ; la Demande 
EP 220 273, par exemple, decrit une serie de peptides de 6 a 49 acides amines, et 
notamment un peptide contenant 1' epitope immunodominant de la glycoproteine 
transmembranaire gp41 (peptide 39) ; 

- utilisation d'antigenes peptidiques marques provenant d'un 
domaine du VIH (Brevet US 5 221 610) ; 

- utilisation de peptides biotinyles issus de la gp41, de la boucle V3 
ou de la gpl20 : WO 93/18054 ; EP 307 149. 

Les travaux sur les peptides de synthese (J. Wang et al., PNAS, 
1986, 83, 6159-6163 et Demande EP 220 273, par exemple) ont demontre l'interet 
d'utiliser des peptides de synthese et leur melange, pour la detection d'anticorps anti- 
VIH, en vue d'ameliorer la qualite des dosages immunologiques, a la place des pro- 
teines recombinantes ou du virus complet (lysat viral). 

Les tests fondes sur 1'utilisation desdits peptides ont entraine de 
meilleures performances en terme de sensibilite, specificite et reproductibilite, avec un 
prix de revient des reactifs diminue et 1' absence de tout danger de contamination, lie a 
la mise en culture du virus. Ces travaux ont ensuite ete suivis par de nombreuses 
equipes (Demande EP 0 278 148, Demande EP 0 214 709). 

Toutefois, ces peptides de synthese et leur melange ne permettent 
toujours pas d'eviter les faux-negatifs (sensibilite insuffisante). 

Dans le but d'atteindre une sensibilite suffisante pour pouvoir 
detecter les seroconversions recentes ainsi que les nouveaux sous-types de VIH, il a 
ete propose (Demande EP 0 857 731) d'utiliser, comme reactif : 

* des melanges de peptides, obtenus a partir d'une sequence 
comprenant un domaine epitopique variable issu de la gp41, ou de la gp!20 ; lesdits 
peptides presentent une longueur de 6 a 50 acides amines, constituent des variantes 
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dudit domaine epitopique (homologies de sequence d'au moins 30 % avec le domaine 
epitopique natif ou une sequence consensus) et contiennent en des positions selecti- 
vement choisies : 

- au moins un groupe de marquage, d'activation ou de liaison a une 
5 phase solide et/ou 

- un ou plusieurs acides amines selectionnes a partir d'un melange 
d'acides amines selectionnes a partir de variants connus dudit domaine epitopique ou 
selectionnes arbitrairement. 

* des compositions antigeniques multimeriques presentant la 
10 formule generale P^P'tP^P 4 ),]*},, dans laquelle P\ P 2 , P 3 et P 4 represented des 

melanges peptidiques tels que definis ci-dessus, r = 1 ou 2, s = 0 a 4 et t - 0 a 8, ou 

* des compositions polyhapteniques de formule generale : (P) n T(-L) m 
ou T(-P-L m ) nt dans laquelle T represente un support, P represente les peptides du 
melange de peptides, tel que defini ci-dessus, L represente des groupes de marquage 

15 ou de liaison a une phase solide, n est un nombre entier compris entre 2 et 100 et m est 
un nombre entier compris entre 1 et 10. 

Ces differentes compositions ou melanges contiennent generalement 
entre 2 et 2000 et jusqu'a 10 10 peptides qui comprennent des sequences peptidiques 
individuelles differentes qui se retrouvent le plus pres possible d'une distribution 

20 statistique predefinie ; ils peuvent etre utilises comme reactifs immunologiques. 

Toutefois, meme si ces melanges permettent d'obtenir une meilleure 
sensibilite, ils ne permettent notamment pas de resoudre effectivement le probleme de 
la detection fiable de nouveaux sous-types de virus et de virus mutes. Or, le virus 
VIH1 est sujet a de frequentes mutations ; dans ce contexte, certains de ces virus sont 

25 peu ou pas detectes par ces tests en raison meme des mutations qu'ils portent, ce qui a 
pour consequence, la non-detection des sujets contamines par ces virus (faux negatifs). 

C'est pourquoi la Demanderesse s'est donne pour but de pourvoir a 
un nouveau reactif de detection des infections a VIH, apte a etre utilise dans les tests 
immunoenzymatiques, qui soit a la fois specifique et sensible et qui permette d'obtenir 

30 un gain de sensibilite d'au moins 15 a 30 % par rapport aux reactifs de Tart anterieur. 
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Un tel reactif repond mieux aux besoins de la pratique que les reactifs de TArt ante- 
rieur, dans le cadre des tests immunoenzymatiques, notamment de type ELISA. 

Ce nouveau reactif permet notamment de resoudre effectivement le 
probleme de la detection de nouveaux sous-types de virus et de virus mutes. 
5 La presente invention a pour objet un reactif de detection d'une 

infection provoquee par un virus de Timmunodeficience humaine, caracterise en ce 
qu'il comprend un melange constitue par (1) un fragment ou peptide antigenique code 
par le gene pol du VIH1 comprenant au plus 60 acides amines, de preference entre 20 
et 40 acides amines et (2) un melange (denomme mixotope) de peptides combinatoires 

10 convergent^, derives dudit fragment antigenique. 

Au sens de la presente invention, on entend par melange de (1) et de 
(2) soit l'association de (1) et (2) dans ledit melange, soit l'association sequentielle de 
( 1 ) et (2) sur un support solide. 

Au sens de Tinvention, on entend par mixotope, le melange de tous 

15 les peptides combinatoires, obtenus a partir du fragment antigenique selectionne, par 
degeneration artificielle ou construite ; ils sont, de preference, obtenus au cours d'une 
synthese unique et represented Fantigene peptidique et sa variability, dans sa fonction 
de reconnaissance d'une population d'anticorps ; differents mixotopes peuvent etre 
obtenus a partir du meme peptide ; les facteurs qui interviennent dans la constitution 

20 d'un mixotope sont : 

- d'une part, le pourcentage de degeneration du peptide antigenique 
natif selectionne (degeneration totale ou partielle) ; et 

- d'autre part, le mode de selection de la substitution des acides ami- 
nes dudit peptide antigenique natif; pour chaque position de la sequence du peptide 

25 antigenique natif choisi, la substitution en acides amines est selectionnee sur la base de 
la matrice de remplacement, etablie par H.M. GEYSEN et al. (J. Mol Recog. y 1988, 1, 
32-41), ou modifiee, comme illustree a la figure 1, en tenant compte de la tolerance de 
la reconnaissance d'anticorps, en fonction de la substitution en acides amines dans les 
epitopes lineaires : on choisit de preference, pour une position donnee, les acides 

30 amines presentant le pourcentage de " rempla9abilite " le plus eleve. Toutefois, il est 
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preferable de prendre en compte la conformation des epitopes naturels, avant dege- 
neration. 

Le mixotope au sens de la presente invention, constitue de peptides 
combinatoires convergents, derives d'un peptide antigenique natif, represente done 
5 une degenerescence artificielle et non naturelle de la structure native par le rempla- 
cement systematique ou partiel de chaque acide amine par un autre issu de la matrice 
de rempla?abilite de GEYSEN ou de la matrice selon la figure 1. 

Ledit mixotope qui peut etre egalement denomme convertope, 
differe des mixotopes decrits dans H. GRAS-MASSE et al. {Peptide Research, 1992, 
10 5, 4, 21 1-216), qui sont des peptides divergents obtenus par degenerescence naturelle 
en tenant compte des variations antigeniques naturelles ou observees frequemment aux 
cours de 1'evolution et a visee vaccinale. 

Egalement au sens de V invention, on entend par matrice de rempla- 
9abilite construite, une matrice qui ne reproduit par les variations naturelles ou obser- 
15 vees frequemment dans 1'evolution ; la matrice de rempla9abilite de GEYSEN ou la 
matrice selon la figure 1, sont particulierement adaptees. 

De maniere surprenante, les reactifs selon F invention permettent 
d'obtenir des resultats fiables, reproductibles, tres sensibles et tres specifiques, dans la 
mesure ou les combinaisons selon 1'invention presentent un effet de synergie dans la 
20 detection des anticorps induits par les virus ; en particulier, on obtient un gain de 
sensibilite de 15 a 30%. 

Selon un mode de realisation avantageux du reactif selon 
Tinvention, ledit peptide antigenique correspond a un epitope de Tintegrase codee par 
le gene pol du VIH1, et correspond de preference a * la sequence 
25 KIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLLWKGEGAVVIQDN (SEQ ID NO:l) (HIV- 
POL) ; il a l'avantage de ne posseder que peu de permutations naturelles au sein des 
groupes M et O et des sous-types de la classe M. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ledit 
peptide antigenique selectionne (HIV-POL) a ete degenere de fa$on rigoureuse sur la 
30 base de la matrice de remplacement etablie par GEYSEN et al., precite ou modifiee 
comme illustre a la figure 1, qui permet Tobtention de plus de 10 10 peptides. 



WO 00/40970 PCT/FR99/03311 



De maniere inattendue, la combinaison d ? un epitope de Fintegrase 
(fragment immunodominant, de preference) avec un mixotope, derive dudit epitope, 
ameliore, de maniere significative, la sensibilite et la specificite du serodiagnostic 
immunoenzymatique du VIH1 ; en effet, un tel reactif va permettre de capter des 
5 anticorps de faible affinite pour la sequence native. La combinaison peptide natif avec 
le mixotope nomme MIXO(HIV-POL) permet d'augmenter la reactivite du melange 
d'antigenes vis-a-vis des anticorps naturellement produit vis-a-vis de la structure mere 
(haute et basse affinite pour celle-ci). 

En particulier, la combinaison de HIV-POL avec son mixotope, 
10 MIXO(HIV-POL), permet d'augmenter la sensibilite de la serodetection d'au moins 
15 % tout en presentant une specificite de 100 %. 

Le melange de peptides degeneres, artificiellement produit, au cours 
d'une meme synthese est combine avec le peptide natif. Une telle combinaison 
permet, de maniere inattendue, d'augmenter la reactivite du melange d'antigenes 
15 produit vis-a-vis des anticorps naturellement induits par le virus. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du reactif selon 
F invention, le peptide antigenique (1) et le mixotope (2) sont fixes sur un support 
solide, de preference des plaques de microtitration. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, ledit 
20 peptide (1) et ledit mixotope (2) sont fixes sequentieilement sur ledit support. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du reactif selon 
T invention, le rapport fragment antigenique: mixotope dans le melange est compris 
entre 1:10 et 1:100. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de diag- 
25 nostic d'une infection a VIH1, par une methode immuno-enzymatique, caracterise en 
ce qu'il met en oeuvre un reactif selon Finvention. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit procede, il 

comprend : 

- la mise en contact d'un serum a analyser avec un reactif tel que 

30 defini ci-dessus, 

- Faddition d'anticbrps anti-Ig humaines, couples a une enzyme et 
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- la revelation qualitative et/ou quantitative des anticorps anti-inte- 
grase, eventuellement presents dans le serum a analyser par addition du substrat de 
Fenzyme. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux dudit precede, il 

5 comprend : 

- la fixation d'un reactif selon F invention sur un support, tel qu'une 
plaque de microtitration, 

- F addition du serum a analyser et 

- la detection de la fixation des anticorps anti-integrase presents dans 
10 ledit serum par addition d'anticorps anti-IgG humaines, couples a une enzyme et 

- la revelation qualitative et/ou quantitative au spectrophotometre par 
addition du substrat de Fenzyme. 

La presente invention a, en outre, pour objet un kit ou coffret de 
diagnostic d'une infection virale a VIH, caracterise en ce qu'il comprend au moins un 

15 reactif selon F invention. 

Outre les dispositions qui precedent, F invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre du precede objet de la presente invention ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesqueis : 

20 - la figure 1 illustre une matrice de remplacement des acides amines, 

modifiee par rapport a celle de H.M. GEYSEN (reference precitee) ; on obtient le 
mixotope MIXO(HIV-POL), forme degeneree par remplacement systematique de 
chaque acide amine par son homologue pris dans la matrice de rempla9abilite de 
GEYSEN. 

25 - la figure 2 illustre la composition en acides amines du peptide 

HIV 1 -POL, determinee 24 h apres une hydrolyse acide totale (HAT) (histogrammes 
noirs), comparee a la composition theorique, calculee sur la base d'une quantite equi- 
moieculaire de chaque acide amine, introduit dans les positions degenerees 
(histogrammes blancs). Le code une lettre est utilise pour les acides amines. B repre- 

30 sente Asn ou Asp, Z represente Glu et Gin. 
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- la figure 3 represente la composition en acides amines du mixo- 
tope-MIXO(HIV-POL), determinee 24 h apres une hydrolyse acide totale (HAT) 
(histogrammes noirs), comparee a la composition theorique, calculee sur la base d'une 
quantite equimoleculaire de chaque acide amine, introduit dans les positions degene- 

5 rees (histogrammes blancs). Le code une lettre est utilise pour les acides amines. B 
represente Asn ou Asp, Z represente Glu et Gin. 

- la figure 4 illustre la reactivite IgG de 20 serums HIV1 seropositifs 
( ! ) et de 26 serums HIV1 seronegatifs (O), caracterises par immunofluorescence avec 
le peptide HIV-POL fixe sur un support solide a raison de 0,1 jig/puits (figure 4 A) ou 

10 a raison de 1 p.g/puits (figure 4B). La ligne horizontale represente la valeur seuil, 
correspondant a la moyenne obtenue avec les serums seronegatifs + 3 deviations 
standards (SD). Ces figures component en abscisse le nombre de serums et en ordon- 
nee Tabsorbance a 492 am, avec un test ELISA mettant en ceuvre la sequence HIV- 
POL (SEQ ID NO: 1). 

15 - la figure 5 represente Feffet du mixotope MIXO(HIV-POL) sur la 

reactivite des IgG des serums HIV1 seropositifs (J ) et des serums seronegatifs (O) a 
deux concentrations differentes : 1 ng/puits (figure 5 A) ou a 10 jig/puits (figure 5B), 
dans un test ELISA. La ligne horizontale represente la valeur seuil correspondant a la 
moyenne des serums controles + 3 SD. Ces differentes figures comprennent en 

20 abscisse le nombre de serums et en ordonnee Tabsorbance a 492 nm. 

- la figure 6 illustre PefFet de F association peptide HIV-POL + 
mixotope MDCO(HIV-POL) sur la reactivite IgG des serums seropositifs ( ! ) et sero- 
negatifs (O) dans des tests ELISA. Chaque puits de plaque de micro titration est 
sequentiellement revetu de 1 p.g de peptide HIV-POL, puis de 10 jig de mixotope 

25 MIXO(HIV-POL) et mis en contact avec les serums. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exempies sont donnes 
uniquement a titre d' illustration de i'objet de Finvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 
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EXEMPLE 1 : Preparation des reactifs selon l'invention. 

a) Svn these du peptide : 

Le peptide natif HIV-POL (SEQ ID NO:l) est synthetise en phase 
solide en utilisant la strategic conventionnelle du type Boc-benzyle (ou Fmoc), dans 

5 un synthetiseur de peptides automatise (modele 430A, Applied Biosystems Inc.). Les 
groupes de protection des chaines laterales sont les suivants : Asn (Trt), Gin (Trt), Asp 
(OChx), Glu (OChx), Ser (Bzl), Thr (Bzl), Arg (Tos), Cys (4-MeBzl), et His (Dnp) 
(voir R.C. SHEPPARD, Peptide, Synthesis, Comp. Org. Chem., 1979, 5, 321-363). 

Les acides amines sont introduits en utilisant le protocole 

10 d' activation HBTU/HOBt avec un double couplage systematique sur une resine Boc- 
Gln-Pam (Applied Biosystems). Apres thiolyse du groupe dinitrophenyl Dnp, suivie 
par une deprotection finale et un clivage a l'acide fluorhydrique, le peptide clive et 
deprotege est precipite et lave avec du diethylether froid, puis dissous dans de l'acide 
acetique a 5 % et lyophilise. 

15 Le peptide est purifie a plus de 90 % sur une colonne de 5 mm x 

250 mm, 100 A Nucleosil CI 8 RP-HPLC preparative (Macherey Nagel, Duren, FRG) 
et ledit peptide est ensuite caracterise. 

L'homogeneite est confirmee par HPLC analytique sur une colonne 
Vydac CI 8 eluee avec un systeme de solvants (TFA-acetonitrile-eau), dams un appa- 

20 reil Shimadzu. 

La purete du peptide, superieure a 96 % est determine par HPLC 
analytique en phase inverse. 

L'identite de sequence du peptide purifie est confirmee par la deter- 
mination de la composition en acides amines et par spectrometrie de masse enregistree 
25 sur un spectrometre de masse (MALDI) (calcule 4258,9 [M+H] + , trouve 4260,0). 

La composition en acides amines (a Texception du tryptophane), 
controlee par hydrolyse acide totale (HAT) est presentee figure 2. On observe une 
sous-representation de la valine (figure 2), qui se justifie par un enchainement d' acides 
amines aliphatiques difficilement hydrolysables comportant deux des trois valines 
30 (AVVI) du peptide natif HIV-POL. 
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b) Preparation des mixotopes : 

Ceux-ci sont prepares cornme decrits dans H. GRAS-MASSE et al., 

precite. 

Brievement, des quantites equimolaires d'acides amines proteges 
5 sont pesees et sont utilisees dans les reactions de couplage. 

Pour compenser les differences de cinetique dans les reactivites des 
differents acides amines, un premier couplage est realise avec 1 mmol (quantite to tale) 
de Boc-acide-amine (ou d'un melange de Boc-acides-amines). Un deuxieme couplage, 
utilisant 2 mmol (quantite totale), est alors systematiquement realise. Apres un clivage 
10 a Pacide fluorhydrique, le peptide brut est dissous dans du TFA (30 ml) et precipite 
par ajout dudit peptide dans une solution de diethylether froid (300 ml). 

Apres centrifiigation, le precipite est dissous dans Teau et lyophilise. 
Apres oxydation a Fair de la solution a pH neutre, le mixotope est purifie par filtration 
sur gel sur une colonne TSK HW40S (Merck, Darmstadt, FRG). Un aliquot de chaque 
15 mixotope purifie est soumis a une hydrolyse acide totale pendant 24 heures avec un 
melange HC1 6N:phenol (10:1), pour la determination de la composition en acides 
amines. 

Le remplacement des acides amines de MIXO(HIV-POL) est precise 
a la figure 1. Apres purification en gel filtration (TSK HW 40S) un echantillon de la 

20 fraction utilisee dans les tests ELISA est soumise a une HAT dont le resultat est pre- 
sents figure 3. On observe comme pour la HAT du peptide natif (HIV-POL) une sous 
representation de la valine (V) mais egalement de l'isoleucine (I) a Tissue de la HAT 
du MIXO(HIV-POL). La valine etant remplacee par Tisoleucine dans le mixotope et 
faisant partie d'une sequence hautement hydrophobe du mixotope, et done difficile- 

25 ment hydrolysable, permet d'expliquer les quantites minorees de Val et He dans le 
resultat de cette HAT (figure 3). 

c) Exemples de differents reactifs conformes a Tinvention : 

La sequence du peptide HIV-POL et des mixotopes qui en derivent 
sont representes a la figure 1 . 
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Ces reactifs sont, de preference, fixes sur support solide 
(microplaque) a une concentration de 0,1 |ig/puits, pour le peptide HIV-POL et a une 
concentration de 10 jig/puits pour les mixotopes. 

EXEMPLE 2 : Test immuno-enzymatique mettant en oeuvre un reactif selon 
I'invention pour la serodetection du VIH1. 

A. Materiel et methodes : 

■ ELISA : 

Des puits de plaques de microtitration (Nunc, Maxisorp, Rocksilde, 
Danemark) sont recouverts pendant une nuit a 4°C, soit avec 0,2 ml de peptide HIV- 
POL (SEQ ID NO:l), soit avec un mixotope (MIXO(HIV-POL) (0,5 jig/ml dans 50 
mM de NAHC0 3 , pH 9,6), soit sequentiellement avec 0,2 ml de peptide HIV-POL 
(0,5 ^ig/ml) et 0,2 ml de mixotope (MIXO(HIV-POL) (50 jig/ml). 

Chaque puits est ensuite lave avec un tampon phosphate 0,01 M 
comprenant du NaCl 1,8 %, pH 7,4 (PBS) et les sites de liaison en exces sont bloques 
par de l'albumine (addition de 0,3 ml de BSA 2 % (serum albumine bovine) dans du 
PBS, a 37°C, pendant 60 minutes). 

Apres 3 lavages avec 0,3 ml de PBS 0,5 %-Tween 20 (Sigma) 
(tampon PBS-T), les serums humains a tester sont dilues au 1/50 dans du PBS-T 
comprenant de la serum albumine bovine (BSA) 2 % et sont incubes dans des puits 
contenant le reactif selon F invention comme precise ci-dessus, pendant 120 minutes a 
37°C, dans une atmosphere humidifiee. 

Apres 4 lavages, les conjugues peroxydase-anticorps de chevre-anti- 
IgG-A-M humaines (Diagnostic Pasteur), dilues au 1/10 000 dans du tampon PBS-T 
comprenant de la BSA 2 %, sont incubes pendant 60 minutes a 37°C. 

L'anticorps conjugue, qui se lie aux Ig fixees sur le support, est 
revele pour son activite peroxydase, en utilisant comme substrat du dihydrochlorure 
d'o-phenylenediamine et de rH 2 0 2 , dans un tampon citrate 0,05 M, pH 5,5, pendant 
30 minutes a Tobscurite et a temperature ambiante. 

La reaction est bloquee par Faddition d'H 2 S0 4 4N (50 jil). 
L'absorbance est enregistree contre un blanc a 492 nm A 492 ), avec un lecteur automa- 
tique multicanaux (M R 5000, Dynatech). 
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La moyenne A 492 + 3 deviations standards (SD) des echantillons 
seronegatifs est utilisee comme valeur seuil dans les tests ELISA. 

- Mesure de l'avidite de la liaison a Tanticorps : 

La specificite de liaison des serums positifs aux differents mixotopes 
5 en phase solide est evaluee par Fabsorption des anticorps par r antigene HIV-POL 
natif en solution, en utilisant la methode de B. FRIGUET et al. (J. Immunol. Methods, 
1985,77,305-319). 

Cette methode est basee sur la mesure de la concentration en anti- 
corps libre par une methode ELISA indirecte, lorsque 1'antigene HIV-POL et les anti- 
10 corps sont a l'equilibre en solution. 

L'antigene HIV-POL, a differentes concentrations (lO' 10 M a 2.10" 6 
M) est d'abord incube en solution (tampon PBS-T + BSA 2 %) avec un serum sero- 
positif, a concentration constante (1/50) jusqu'a Tatteinte de Tetat d'equilibre. 

Apres une incubation pendant 18 heures a 4°C, 200 jj.1 de chaque 
15 melange est transfere et incube pendant 60 min a 20°C dans les puits d T une plaque de 
microtitration, prealablement recouverte de peptide HIV-POL (0,2 ml, correspondant a 
0,5 iig/xnl) ou d'un mixotope (MIXO(HIV-POL) (50 fxg/ml, 0,2 ml), dans du 
NAHCOj 50 mM, pH 9,6. 

Apres lavage avec du tampon PBS-T, les immunoglobulines liees 
20 sont detectees par addition d' anticorps de chevre anti-IgG-A-M humaines, couples a 
de la peroxydase. 

L'anticorps conjugue, qui se lie aux Ig, est revele par Tactivite 
peroxydase comme decrit ci-dessus. Cette methode donne les courbes de deplacement 
de la liaison A/Ao par rapport a log(ao). Une estimation precise de l'avidite moyenne 
25 du serum contenant les anticorps anti-HTV-POL est donnee par F equation 
Ao/(Ao-A)=l/v=l+AT^/ao, dans laquelle ao est la concentration en antigene soluble 
total, A et Ao sont les absorbances a 492 nm avec ou sans antigene bloquant, respec- 
tivement et v est la fraction d' anticorps lie, si les differentes conditions exposees dans 
FRIGUET et al. sont satisfaites. 
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B. Resultats 

a) Liaison anticoros seriques-HIV-POL (ELISA HIV-POL) : 

La reactivite des Ig G humaines anti-HIV-POL vis-a-vis du peptide 
HIV-POL est analysee par un test ELISA, sur differents serums : 20 serums sero- 
5 positifs (confirmes en western blot) et 26 serums seronegatifs. 

65 % des serums HIV1 seropositifs (13 serums sur 20) dilues au 
1/50 sont detectes avec 1'antigene HTV-POL utilise a une concentration de " coating " 
de 0,1 jag/puits (figure 4A). Une concentration superieure (1 jag/puits) entraine 
r apparition d'un serum faux-positifs faisant chuter la specificite de 100 % a 95 % 
10 (figure 4B). 

b) Liaison anticoros seriques mixotopes (ELISA mixotope) : 

Les mixotopes ont ete testes comme antigenes en phase solide, a 
deux concentrations , a savoir 0,1 jag et 10 jag/puits (figure 5). 

L'utilisation de MIXO(HIV-POL) seul dans les tests ELISA (figures 

15 5 A et 5B) n'est pas satisfaisante puisque la sensibilite de la detection des IgG ne 
depasse pas 50 % a la meilleure concentration de coating (figure 5B). 

En revanche, on constate avec le mixotope MIXO(HIV-POL), une 
diminution du signal produit par les serums de patients HIV1 seronegatifs. Cette 
propriete du mixotope est mise a profit dans le test de combinaison des peptides. 

20 c) Liaison anticoros seriaues-reactif selon T invention (combinaisons 

peptide HIV-POL+ mixotope) (ELISA HIV-POL + mixotope) : 

Si un " coating " sequentiei des plaques ELISA est realise avec le 
peptide natif a une concentration de 1 jag/puits entrainant une diminution de la specifi- 
cite (figure 4B) puis avec son mixotope MIXO(HIV-POL) a sa concentration la plus 

25 effxcace (10 |ag/puits), on observe (figure 6) que cette combinaison ne laisse apparaitre 
aucun serum faux-positif et, surtout, permet de passer de 65 % (peptide natif seul) a 
80 % de detection des serums HIV1 positifs. La combinaison de HIV-POL avec son 
mixotope, MIXO(HIV-POL), a permis d'augmenter la sensibilite de la serodetection 
de 15 % tout en presentant une specificite de 100 %. 

30 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
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viennent d'etre decrits de fa90n plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a F esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de ia presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Reactif de detection d'une infection provoquee par un virus de 
rimmunodeficience humaine, caracterise en ce qu'il comprend un melange constitue 
par (1) un peptide antigenique code par le gene pol du VIH1 comprenant au plus 60 
5 acides amines, de preference entre 20 et 40 acides amines et (2) un melange, denomme 
mixotope, de peptides combinatoires convergents, derives dudit peptide antigenique. 

2°) Reactif selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
peptide antigenique correspond a un epitope de Tintegrase codee par le gene pol du 
VIH1. 

10 3°) Reactif selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 

peptide antigenique correspond a la sequence KIQNFRVYYRDSRDPLWKGPAKLL 
WKGEGAVVIQDN (SEQ ID NO:l) (HIV-POL). 

4°) Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 
rise en ce que le mixotope correspond a une degeneration de I'ensemble du peptide 
15 antigenique selectionne. 

5°) Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracte- 
rise en ce que le peptide antigenique (1) et le mixotope (2) sont fixes sur un support 
solide, de preference des plaques de microtitration. 

6°) Reactif selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit 
20 peptide antigenique (1) et ledit mixotope (2) sont fixes sequentiellement sur ledit 
support. 

7°) Reactif selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracte- 
rise en ce que le rapport peptide antigenique :mixotope dans le melange est compris 
entre 1:10 et 1:100. 

25 8°) Precede de diagnostic d'une infection a VIH1, par une methode 

immuno-enzymatique, caracterise en ce qu'il met en ceuvre un reactif de diagnostic 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 7. 

9°) Precede selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il 

comprend : 

30 - la mise en contact d'un serum a analyser avec un reactif selon Tune 

quelconque des revendications I a 7, 
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- P addition d'anticorps anti-Ig humaines, couples a une enzyme et 

- la revelation qualitative et/ou quantitative des anticorps anti- 
integrase, eventuellement presents dans le serum a analyser par addition du substrat de 
1' enzyme. 

5 10°) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il com- 

prend : 

- la fixation d'un reactif selon Tune quelconque des revendications 1 
a 7 sur un support, tel qu'une plaque de microtitration, 

- T addition du serum a analyser et 

10 - la detection de la fixation des anticorps anti-integrase presents dans 

ledit serum par addition d'anticorps anti-IgG humaines, couples a une enzyme et 

- la revelation qualitative et/ou quantitative au spectrophotometre par 
addition du substrat de Tenzyme. 

11°) Kit ou coffret de diagnostic d'une infection virale a VIH1, 
15 caracterise en ce qu'il comprend au mo ins un reactif selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7. 
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